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(57) Abstract 

A parenterally injectable slow-release composition consisting of solid sized microspheres (5-300 urn) which include a 
phannaceutically active substance (sudras morphine) contained in spherical structures made of one or more pharmacologically 
inactive support substances (such as cholesterol) which occur naturally in the recipient organism, are pharmacodynaMically inac- 
tive at the admiriistered doses of the galenical, have a melting point above 60 °C, and are stable in a solid state in the recipient 
physiological medium. The galenical can slow down and prolong the effect of active substances which dissolve too quickly ra 
physiological media (acting on the central nervous system or the autonomic nervous system as vasodilators, antiMstaminics, hor- 
mones, contraceptives, etc.) 

(57)Abrege 

Formulation a liberation retardee destinee a 1'adininistration par injection parenterale, constitute de microspheres cali- 
brees solides (5-300 um) comprenant une substance pharmaceutiquement active (par exemple: morphine) contenue dans des 
structures spheriques formees par une ou plusieurs substances-support pharmacologiquement inactives (par exemple : cholesterol) 
presentes naturellement dans l'organisme receveur, pharmacodynarniquement inactives aux doses d'adrninistration de ladite 
forme galenique, ayant un point de fusion superieur a 60 °C et stables a l'etat solide dans le milieu physiologique receveur. lA 
forme galenique permet de ralentir et de prolonger 1'effet de substances actives trop rapidement solubles en milieu physiologiques 
(agissant sur le systeme nerveux central ou neuro-vegetatif, comme vasodilatateurs, antftustaminiques, hormones, anticoncep- 
tifs-.). 
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Forme cralenique injectable retardee . 

La presente invention concerne un procede pour amelio 
rer le controle des proprietes pharmacocinetiques et 
pharmacologiques d'une substance pharmaceutiquement ac- 
tive injectable, ladite substance pharmaceutiquement 
active etant susceptible d'etre administree par injec- 
tion parenterale a un mammifere, ou eventuellement 
d'autres animaiux. Elle concerne egalement une micro- 
sphere solide, non poreuse, d'un diametre compris entre 
5 et 3 00 pm, comprenant au moins une telle substance 
pharmaceutiquement active contenue dans une structure 
spherique formee par au moins une substance-support 
pharmacologiquement inactive, ainsi que 1' utilisation 
d'une telle microsphere pour la fabrication d'une for- 
mulation destinee a 1 'administration parenterale par 
injection. 

Art anterieur 

Des substances biologiquement actives, faiblement so- 
lubles en milieu physiologique, ont d£ja ete utilisSes 
sous forme de suspension de particules et adminis trees 
par injection intramusculaire pour obtenir une dissolu- 
tion lente, done un effet prolonge dans l'organisme hu- 
main ou animal. Par exemple, des melanges de norethis- 
throne et de mestranol, sous forme de poudre cristal- 
line, en suspension acqueuse, ont &t& testes en vue de 
la fabrication d'un anticonceptif injectable intramus- 
culaire (J. Garza Flores et al, Contraception, mai 
1988, Vol. 35, N° 5, 471 - 481). 

Probablement a cause des variations de granulometrie et 
des irregularites de forme des particules, ces composi- 
tions de 1'art anterieur presentent en general plu- 
sieurs defauts : 
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- Courbe de liberation des substances actives presen- 
tant un fort pic juste apres 1' injection, puis une pen— 
te descendante, ce qui augmente la dose totale n§ces-^ 
saire pour obtenir un effet durable suffisant. 

- Formation occasionnelle de grumeaux ou crotites dans 
la suspension, 

- Necessite d'utiliser des aiguilles hypodermiques de 
grand diametre pour eviter le risque d'un blocage en 
sortie de seringue. 

Dans certains cas, le contact direct de la particule 
active avec le tissu vivant environnant (tres forte 
concentration locale) peut provoquer des reactions in- 
flamatoires ou des lesions. 

Des substances ayant une solubility elevie en milieu 
physiologique ne peuvent pas etre administr4es sous 
cette forme si on desire obtenir un "effet retard". Une 
methode connue pour ralentir la dissolution de telles 
substances est de les enrober ou de les micro-encapsu- 
ler. 

Le brevet EP N° 257 368 (AMERICAN CYANAMID CO) decrit 
une composition a usage parenteral consituee de micro- 
spheres de graisses et/ou de cires, d'origines natu- 
relle ou synthetique, a bas point de fusion (40° - en- 
viron 60°) , chargees de particules d'un polypeptide, 
par exemple une hormone de croissance. Lorsque ces com- 

positions — sont— injectees — a — des~bov-ins,— l-'-hormone-de- 

croissance voit sa dissolution retardee par 1'enrobage 
de cire ou de graisse, ce qui entralne une prolongation 
de sa presence dans l'organisme animal, entralnant une 
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augmentation de la croissance ou de la lactation. Ces 
microspheres ont tendance a ramollir et a se deformer, 
s'agglutiner ou a coalescer lorsgue la temperature am- 
biante est elevee, notamment dans les pays tropicaux 
(40-60°) , ce qui peut entrainer des problemes de manu- 
tention ou de stockage. 

Comme la proportion de polypeptide actif , dans la par- 
ticule, est limitee en pratique a 30-40 %, 1' injection 
de ces particules presente egalement 1' inconvenient 
d'injecter dans 1'organisme une quantite de substance- 
support etrang&re a cet organisme (cire d'abeille, 
graisse d'origine vegetale, minerale ou synthetique, 
etc), au moins de l'ordre de 1,5 - 3 fois celle de la 
substance active. 

D'autres techniques dfenrobage ou de micro-encapsula- 
tion ont §te utilises dans l'art anterieur dont cer- 
taines sont decrites, par exemple, dans "Encyclopedia 
of Chemical Technology, 3e edition, volume 15, pages 
470 a 493 (1981), JOHN WILEY AND SONS, Les microcap- 
sules ainsi formees contiennent souvent des particules 
"centrales" de taille tres differente, voire pas de 
particule centrale du tout, 

Le brevet EP N° 210 875 (TERAGENIX CORP-) d£crit 1' in- 
jection de microbilles de verre chargees radioactive- 
ment dans un corps, par exemple dans le foie, pour 
traiter localement une tumeur cancereuse. La presence 
remanente de telles billes, apres traitement, ne se 
justifie que dans des cas graves. 

L ' elimination de la substance-support par les voies me- 
taboliques du milieu interieur peut etre difficile; une 
telle substance est acceptable pour une administration 



PCI Hi I 1= HP QCMOI APCMCMT 



WO 91/19485 



PCT/EP91/01097 



- 4 - 

orale (et une elimination par les voies digestives) en 
m^decine humaine, mais beaucoup mo ins pour vine injec- 
tion parenterale en medecine humaine. 

On a par ailleurs utilise des hormones steroides comme 
moyen de contraception, sous forme d' implants sous-cu- 
tanes. Ces implants d'une longueur de 0,5 a 2 cm peu- 
vent Stre fabriques par fusion et formage de 1'hormone 
a l'etat fondu, pure ou melangee a un porteur lipoid!- 
que. Ces procedes de fabrication sont decrits par 
exemple dans WO-88/07816 (Endocon) ou dans le brevet US 
4,244,949 (Gupta). La duree d' action de ces implants 
peut depasser une annee, par contre ce systeme est mal- 
- commode pour des durees d' action souhaitees de quelques 
semaines seulement. II necessite la mise en place par 
incision chirurgicale ou par trocart, et eventuellement 
1' enlevement par excision. 

Sommaire de 1' invention 

Le but de la prSsente invention est de f ournir des for- 
mulations a liberation retardee pour 1' administration 
par injection parenterale via une aiguille, a l'homme 
ou a d'autres mammifere^, qui permettent une liberation 
contrSlee des substances pharmacologiquement actives 
sans presenter les inconv§nients des suspensions de 
particules ou des microcapsules de 1'art anterieur. 

Ce but est atteint grace a un procede consistant a 
mettre ladite substance sous forme de microspheres 
solides non poreuses d'un diametre compris entre 5 et 

3_0_0_microns_comprenant_au_moins_une substance__pharmar_ 

ceutiquement active contenue dans une structure sphe- 
rique formee par au moins une substance-support pharma- 
cologiquement inactive, ladite substance-support for- 
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mant la structure spherique etant naturellement pre- 
sente dans 1' organisme dudit mammifere, etant stable a 
l'etat solide jusqu'a une temperature d'au moins 60°C 
et dans le milieu physiologique dudit mammifere, la 
cinetique de dissolution de la substance-support dans 
l / organisme du mammifere receveur etant plus lente que 
la cinetique de liberation de la substance active dans 
ce m6me organisme, et a separer lesdites microspheres 
en fractions calibrees selon leurs diametres, et grSce 
a 1' utilisation de ces fractions pour la fabrication 
d # une formulation destinee a 1 ' administration parente- 
rale par injection. 

Par stable a l'etat solide, jusqu'a 60 °C, il faut en- 
tendre que non seulement les microspheres ne f ondent 
pas, mais aussi qu'eiles ne ramollissent et ne s'agglu- 
tinent pas. 

Par stable a l'etat solide, au sens de la presente in- 
vention, il ne faut egalement pas entendre la stabilite 
indefinie que presenter a it par exemple une microsphere 
de verre, mais, suffisamment stable pour que l'ordre de 
grandeur de la duree de vie dans ce milieu (la dispa- 
rition des spheres s' operant par simple dissolution 
lente ou par attaque chimique metabolique) ne soit pas 
inferieure a la duree d' action desiree du medicament: 
en d'autres termes, la cinetique de dissolution de la 
substance-support dans 1' organisme de mammifere rece- 
veur doit etre plus lente que la cinetique de libera- 
tion de la substance active dans ce meme organisme. 

Si on utilise un procede de pulv6risation-cong61iation 
pour la fabrication des microspheres, la substance-sup- 
port doit §tre chimiquement stable a sa temperature de 
fusion, ainsi qu'a l'etat fondu, dans au moins un do- 
maine de temperature suffisant pour cette operation. 
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La vitesse de dissolution d'une microsphere dans un 
milieu-solvant donne est fonction du rayon de la sphere "* 
(compte tenu des relations liant volume, surface et^ 
rayon d'une sphere) . Selon un aspect de la presente 
invention, le fait d'utiliser des spheres solides non 
poreuses permet d' avoir une connaissance precise de la 
relation masse-surf ace des particules et done, grace a 
une selection du calibre des spheres, e'est-a-dire du 
rayon ou d'une repartition de rayons, de maitriser un 
param&tre de controle du taux de liberation du ou des 
principes actifs administres. - 

La vitesse de dissolution des principes actifs depend 
egalement de la structure de la microsphere, et en par- 
ticulier de 1 ' access ibilite de son intSrieur au sol- 
vant. Une substance inactive prenant par exemple la 
structure d'un gel gonfle en milieu physiologique (par 
exemple une fraction de collagene) ne provoque qu'un 
faible retard dans la liberation des substances acti- 
ves, alors qu'une substance ayant une structure hydro- 
phobique compacte fournit un effet retard maximal- Se- 
lon un autre aspect de la presente invention, la selec- 
tion de la molecule determinant et structurant la mi- 
crosphere permet d'obtenir une liberation des principes 
actifs retardee, variant de quelques heures el plusieurs 
semaines. 

Si la substance pharmacologiquement active se trouve 
sous forme de solution solide dans la substance-support 
ou de suspension pratiquement homogene de particules 
dispersees ,— petites— (pai^ex—col-loldes)— par -rapport — au— 
diametre de la microsphere (10 - 300 , sa dissolu- 
tion est ralentie, en fonction des concentrations res- 
pectives. Si la substance active se trouve sous forme 
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de particules plus grosses, enrobees dans une couche 
exterieure d'une substance hydrophobe, le debut de la 
dissolution est retarde. Pour des raisons techniques de 
fabrication, la taille des particules enrobSes est li- 
mitee par rapport au diametre des microspheres : dans 
le procede de pulverisation/congelation, il est prefe- 
rable de limiter la taille des particules a 1/10 de 
celui des microspheres . L'ajustement de ces differents 
parametres permet, selon 1' invention, un controle pre- 
cis de la liberation des principes actifs. 

Cette m§me precision de controle, en evitant les surdo- 
sifications ou le besoin de compenser des sous-dosifi- 
cations, permet de reduire la quantite -txrtale prevue 
pour 1' administration de la ou des substances biologi- 
quement actives a la quant ite minimum requise pour ob- 
tenir l'effet therapeutique desire et de diminuer ainsi 
le risque de produire chez le malade des effets secon- 
dares indesirables. 

Une dose injectable de 200 mg de microspheres, par am- 
poule, contenant jusqu'a 50 mg de principe actif, est a 
considerer comme raisonnable. 

Certaines substances additives de 1 'association peuvent 
ne pas §tre directement actives sur I'organisme rece- 
veur, du moins dans 1' application vis€e, ni constituer 
la base de la structure spherique, L' association peut 
comprendre divers moyens pharmaceutiquement acceptables 
pour ameliorer la stabilite ou 1' integrity chimique des 
substances ou de 1' ensemble de la structure : surfac- 
tants, antioxydants, antimicrobien, tampon, etc. En 
particulier, il peut s'averer utile d'abaisser un point 
de fusion ou d'inhiber une reaction de decomposition 
durant le proc§d£ de fabrication, (par ex. fusioncong^- 
lation) des microspheres. 
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Par rapport aux suspensions de principes actifs purs 
sous forme de particules de formes irregulieres connuesr 
dans I'art anterieur, les microspheres selon la pre- 
sente invention ont l'avantage d' avoir mo ins tendance a 
s'agglutiner et de passer de maniere plus fluide par 
une aiguille hypodermique . D' autre part, des micros- 
pheres peuvent etre triees et separees de maniere plus 
fine et plus fiable en fonction de leur taille, que des 
particules de formes irregulieres. 

La forme galenique selon la presente invention peut sei 
presenter sous forme de poudre de microspheres en f la- 
cons-ampoules, prete a etre mise en suspensions, ou 
sous forme de suspensions deja preparees, conditionnees 
en ampoules injectables, ou directement en seringues, 
prete a etre administree en m^decine humaine ou vete- 
rinaire. Le milieu de suspension peut etre de l'eau, 
une solution saline, une huile contenant les tampons, 
surfactants, conservants, habituellement utilises dans 
les suspensions injectables par les pharmaco-techni- 
ciens, ou toute autre substance ou combinaison qui ne 
menace pas 1' integrity physique et chimique des subs- 
tances en suspension et qui convienne pour 1'organisme 
qui la recevra. Si l'on souhaite eviter une elevation 
initiale brusque du taux de principe actif dans le 
milieu interieur de 1'organisme receveur, on preferera, 
dans le cas des suspensions pretes a l'emploi, l f utili- 
sation de vecteurs liquides dans lequel lesdits prin- 
cipes actifs sont pratiquement insolubles. Dans le cas 
-de-substances-acti-ves-part-iel-lement — solubles — dans— le— 
vecteur liquide tidde, mais insolubles a froid, on pre- 
ferera, sur le plan pharmacologique, eviter la forma- 
tion de precipites (dit effet de "caking") en realisant 
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des formulation presentant separement les microspheres 
en poudre et le vecteur liquide qui ne seront melanges 
qu'au moment de 1' injection. 

Dans les applications veterinaires, oil la dur6e d'effet 
desiree peut etre tres longue (par exemple periode de 
lactation de la f emelle adulte) , on peut utiliser des 
diametres de quelgues centaines de microns. Si on sou- 
haite limiter le diametre des aiguilles de seringues 
d' inject ion pour le confort du patient, il est bon de 
limiter le diametre des microspheres a 300 microns et 
plus preferablement a 100 microns. Par contre, pour des 
durSes d'effet tres courtes (par exemple circadiennes) , 
le diametre d'une microsphere peut s'abaisser a 5 
microns . 

Pour la plupart des applications en medecine humaine 
(duree d' action du principe act if comprise entre un 
cycle circadien et un cycle mensuel) , il est preferable 
d' utiliser des microspheres dont le diametre soit com- 
pris entre 5 et 100 microns, selon les combinaisons de 
substances actives/substances-support. 

Un tri des microspheres selon leur diametre peut etre 
realise lors de la fabrication a l'aide, de precedes 
connus : par exemple, par separateurs cycloniques, par 
tamisage avec succion d'air ou encore par tamisage en 
milieu acqueux. En pratique, il suffit que plus de 70 % 
des microspheres aient des diametres compris entre 70 % 
et 13 0 % d'un diametre specific. Si besoin, la courbe 
de dissolution idiale, determinee par 1' application 
envisagee, peut etre approchee en effectuant un melange 
de lots ayant des diametres differents appropries. De 
plus, les particules non conformes aux specifications 
peuvent etre recyclees. 
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Des procedes pour mettre un produit solide sous forme 
de microspheres, par abrasion mecanique, sont connus 
dans I'etat de la technique* D'autres procSdes utili- 
sent, par exemple, la mise en suspension du produit a 
I'etat fondu sous forme de microgouttes , sous agita- 
tion, dans un vecteur liquide avec lequel ledit produit 
est non miscible, suivi de la solidification dudit pro- 
duit. Pour rSaliser les microspheres selon la presente 
invention, on a prefere developper un procede qui con- 
siste a pulveriser sous pression et/ou a 1'aide de' gaz 
chaud, (eventuellement avec vibrations) la substance 
support destinee a const ituer les sphdres, S I'etat 
fondu, dans laquelle les substances pharmacologiquement 
actives ont ete dispersees et se trouvent soit 5 l'etat 
dissous f soit sous forme de particules < 5 pm, puis a 
congeler rapidement le brouillard ainsi forme. II est 
cependant difficile de fabriquer des microspheres, con- 
tenant des particules solides enrobees, de diametre < 2 
pm par un procede de pulverisation-congelation. 

Des substances support, parmacodynamiquent inactives 
selon 1' invention, dont la temp&ratures de fusion est 
sup€rieure a environ 70° et qui sont ou peuvent etre 
rendues thermostables au-dessus de leur point de fusion 
pour pouvoir subir le procede* de fabrication, 
permettent de realiser des microspheres stables (pas de 
ramollissement, d' agglutination) a des temperatures 
ambiantes basses ou moyennes. 

Cependant, dans la mesure oa le principe act if en sus- 

Pjension_suppor:te_des_:temper^^ 

sition il est preferable, pour eviter un risque d' alte- 
ration des microspheres lors d'une elevation acciden- 
telle importante de temperature (transport, stockage) , 
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de choisir une substance-support: dont la temperature de 
fusion est super ieure a 90 °C, pour constituer la struc- 
ture de la microsphere. 

Parmi les substances support preferees, on citera coirane 
substances inactives pouvant constituer la structure de 
microspheres : 

1. Coprosterol, dont le point de fusion est 101° C, 
produit obtenu par metabolisation des sterols et qui 
participe a la formations des steroides et des acides 
biliaires. 

2. Acide Glycocholique, dont le point de fusion est de 
130° C, qui fait partie des sels biliaires. 

3. Cholesterol, dont le point de fusion est de 148 - 
149° C, principal sterol chez les mammiferes, present 
dans presque tous les tissus de l'organisme humain, et 
ses esters. 

II est a premiere vue surprenant d'injecter du choles*- 
terol en suspension de particules sphSriques a un etre 
humain, vue le role qu'on lui attribue dans certaines 
maladies cardiovasculaires. Mais par rapport aux 5-10 
gr. nature llement presents a l'etat libre dans le mi- 
lieu physiologique, les 50-200 mg. d'une injection sont 
une quantite faible. De plus, sa relative inertie meta- 
bolique permet de le considerer comme pharmacodynami- 
quement inactif a ces doses. D' autre part, ses proprie- 
tes physiques en fait une excel lente substance-support 
dans le cadre de la presente invention. 
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Les substances pharmacologiquement actives qui convien- 
nent particulierement pour ce syst&me galenique sont 
celles qui 1/ sont solubles (ou reactives) dans les j 
fluides biologiques, 2/ qui, meme si elles tendent a se 
decomposer aux temperatures tres elevees, proches ou 
super ieures a leur point de fusion, restent physique- 
ment et chimiquement stables au point de fusion de la 
substance inactive qui sert de structure: 

Un exemple est le methoclopramide, un antiemetique 
librement soluble dans l'eau. 

Un autre exemple est la morphine base, analgesique $ 
narcotique, dont le point de fusion est 254 - 256°C, et 
qui devient physiquement et chimiquement instable vers 
200° C. La morphine (particules del'ordre de 1 pm a 5 
Mm, ou- plus petites) est dispersee dans du cholesterol 
liquide (TP = 148 °C) sans risque de decomposition. Le 
melange est pulverise, congele en microspheres. Sous 
cette forme, la morphine peut, par* exemple, etre 
administree a raison d'une injection quotidienne, en 
milieu hospitalier, de 50 mg morphine contenus dans 200 
mg microspheres /ampoule (dose fortement variable a 
cause des reactions individuelles a la morphine) ; pour 
un patient ambulatoire, on preferera adapter la presen- 
tation (dose et structure des sphdres) pour une injec- 
tion tous les 2-3 jours, voire hebdomadaire . 

Parmi les substances actives trop solubles en milieu 
physiologique pour pouvoir etre administries a 1'etat 
libre en presentant un effet retard, et suffisamment 

-stables-a-chaud-pour— etre-incorporees~dans du— choles= 

terol, on citera notamment: 
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a) substances agissant sur le systeme nerveux central 
(tranquillisants, comme le LORAZEPAM, 1 ' HALOPERIDOL , 
antiparkinsonians, comme le BIPERIDEN, le TRIHEXYPHEN- 
IDYL HCL, anticonvulsifs, comme le CLONAZEPAM, narcoti- 
ques, comme la MORPHINE BASE) 

b) sur le systeme neurovegetatif (antiemetigues, comme 
la METHOCLOPRAMIDE, le MALEATE d ' ACEPROMAZINE , gastro- 
cinetigues, comme la DOMPERIDONA) 

c) vasodilatateurs, perifSriques comme la VINCAMINE, la 
NYLIDRINE HCL, la FLDNARI Z INE , le PIZOTIFENE, la DIHY- 
DROERGOTAMINE, ou bronchiques comme le BROMOHYDRATE le 
FENOTEROL, le TOLBUTEROL, le CLENBUTEROL, ~ le SALBUTAMOL 

d) antihistaminiques (ASTEMIZOLE, MALEATE de CHLORFENA- 

MINE, AZATADINE) 

e) antagonists des recepteurs H2, la FAMOTIDINE 

f) plusieurs steroldes (DEXAMETHASONE, BETAMETHASONE) 
conviennent egalement. 



La dissolution de certains analgesigues, en soi peu so- 
lubles, comme l'indometacine ou la naprpxSne, peut etre 
ralentie d'avantage par incorporation dans une struc- 
ture de cholesterol (ce qui permet d'espacer les injec- 
tions, en augmentant les doses unitaires) . 

La presente invention sera mieux comprise a l'aide des 
figures et des exemples qu'elles illustrent. Elle n'est 
cependant pas limitee a ces formes d' execution. 
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Braves description des figures 

La figure 1 montre le schema de fabrication de micro- ;> 
spheres de cholesterol selon la presente invention. # 

La figure 2 montre une microphotographie (microscope 
€lectronique) de microspheres de cholesterol. 

La figure 3 montre la repartition granulometrique d'une 
fraction de microspheres de cholesterol (diametre moyen 
15 pm) 

La figure 4 montre la repartition granulometrique d'une -in- 
fraction de microspheres de cholesterol (diamdtre moyen 
25 pm) 

La figure 5 represente un montage experimental pour 
determiner la vitesse de dissolution de microspheres. 

Les figures 6 et 7 montrent le profil de dissolution de 
microspheres (fig. 6) de 17-& -estradiol supporte par du 
cholesterol, compare au profil de dissolution de cris- 
taux de 17 -f$ -estradiol (fig* 7). 

Les figures 8 et 9 montrent le profil de dissolution de 
microspheres de diazepam supports par du cholesterol, 
compare au profil de dissolution de cristaux de dia- 
zepam. 

La figure 10 montre les niveaux plasmatiques de dia- 
zepam obtenus (chez le lapin) par injection respective- 
-ment— d^une— solution— (-coxarbe-O-J—de-cristaux-en-suspen^— 
sions (courbe 1) et de microspheres de diazepam/ 
cholesterol (courbe 2) . 
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Les figures 11, 12, 13, montrent les niveaux plasmati- 
ques de 17-0 -estradiol obtenus (chez le lapin) par in- 
jection respect ivement d'une solution (courbe 0) de 
cristaux en suspensions (courbe 1) et de microspheres 
de 17-fJ-estradiol/cholesterol (courbe 2). 

Exemple 1 : fabrication de microspheres de cholesterol. 

Nous nous referons a la figure l. De 1' azote prechauffe 
sous pression est envoye par le tube d'entree Aj dans 
le dispositif pulverisateur et traverse une zone de 
chauffage B thermo-regulee oH il est porte a une tempe- 
rature comprise entre 160 et 190 °C f avant d'etre admis 
dans le pulverisateur D. Le pulverisateur D est relie 
par une tubulure a une enceinte C chauffee dans la- 
quelle le cholesterol est maintenu a l'etat fondu (T 
150°C) et sous pression d'azote (entree A 2 ) . II est 
entraine par le courant d'azote et melange a celui-ci, 
pour etre pulverise en brouillard par la buse de sortie 
du pulverisateur D et penetre dans la chambre de pulve- 
risation-congelation F. Un reservoir E contient de 
1' azote liguide qui s'evapore et penetre par plusieurs 
canalisations sous forme de gaz ultra froid, a grande 
vitesse, dans la chambre de pulverisation-congelation 
F, oil il rencontre le brouillard de cholesterol. Les 
gouttelettes , sitot apres leur formation par le pulve- 
risateur sont entourees d'un courant de gaz glacial qui 
les cristallise en microspheres et les empSche de 
toucher les parois avant leur solidification totale. La 
temperature a la sortie de la chambre de pulverisation- 
congelation est comprise entre - 15 °C et - 50 °C La to- 
talite des microspheres produite & 1 ' aide de cette 
chambre F a une forme spherique parfaite. A la sortie 
de cette chambre F se trouvent deux separateurs cyclo- 
niques, Gj , G 2 , connus par ailleurs montes en series. 
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Les microspheres sont recuperees dans des recipients 
collecteurs E x , H 2 ; les gaz, £ la sortie des cyclones, 
traversent un filtre decontaminant I, dans lequel une 
legSre depression par rapport a la pression regnant & 
dans le premier cyclone est maintenue a l'aide d'une 
pompe. La figure 2 montre une fraction de microspheres 
de cholesterol recuperees, en microphotographie (au mi- 
croscoque electronique) . 

Exerople 2 : Repartition granulometrique 

Les microspheres de cholesterol, fabriquees dans les , v 
conditions operatoires ci-dessus, sont s^parees en ; 
fractions . - — - - - - - . . 

Les figures 3 et 4 montrent les distributions granulo- 
metriques de fractions centrees respectivement sur 15 
pm et 25 pm. 

Exemple 3 : Fabrication de microspheres de 17-p- 
estradiol/cholesterol . 

On applique le procede de l'exemple 1 a un melange 17- 
& ^estradiol /cholesterol dans un rapport ponder al 1/9 
Conditions operatoires : 
Fusion : 149 °C en atmosphere d' azote. 

Aspersion : par valve, avec pression d'air de 2,5 psi 
(200 gr/cm z ) 

Congelation : par air a -20°C, sous pression de 4 
kg/ cm 2 

Hecouvrement : par cyclones 

Selection-:— en-milieu-acqueux et-par— criblage-selon — la— 

granulometr ie . 
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Exemple 4 : Fabrication de microspheres de diazepam/ 
cholesterol* 

On applique le procede de 1' exemple 1 a un melange 
diazepam/ /cholesterol dans un rapport ponderal 1/2. 
Conditions operatoires : 
Fusion : 138 °C en atmosphere d' azote. 

Aspersion : par valve, avec pression d'air de 1,5 psi 
(100 gr/cra 2 ) 

Congelation : par air a -20°C, sous pression de 4 
kg/ cm 2 

Recouvrement : par cyclones 

Selection : en milieu acqueux et par criblage selon la 
granulometrie. 

Exemple 5 : Fabrication de microspheres de caf eine/ 
cholesterol. 

On applique le procede de 1' exemple 1 S un melange 
cafeine/cholesterol dans un rapport ponderal 20:80. 
Conditions operatoires : 
Fusion : 165 °C en atmosphere d' azote. 

Aspersion : par valve, avec pression d'air de 2,0 psi 
(140 gr/cm 2 ) 

Congelation : par air a -20 °C, sous pression de 4 
kg/ cm 2 

Recouvrement : par cyclones 

Selection : en milieu acqueux et par criblage selon la 
granulometrie . 

Analyses comparatives spectrophotometrique UV et IR 
avant et apres formation de microspheres. 
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II est necessaire de verifier qu'aucune degradation 
chimique des substances n'intervient au cours du pro- 
cessus de fusion-congelation, qui puisse modifier leur 
action therapeutique . La comparaison se fait entre la 
matiere premiere (cristaux) et les microspheres obte- 
nues par fusion-cong£lation, par analyse spectrophoto- 
meter ique en UV et en IR. Les graphiques "avant et 
apr&s" doivent tou jours §tre superposables en UV et 
neralement IB. Lorsqu'il apparait des diff§rences dans 
les courbes d' infrarouge, il convient de verifier si 
elles n'ont pas ete causees par un phenomene de poly- 
morphisme, en ayant recours a la chroma tographie liqui- 
de de haute resolution avec arrangement de diodes. II 
"""* convient egalement de recourir a la thermographies non 
seulement pour bien cerner les points de fusion, mais 
aussi pour determiner s'il y apparaissent des endother- 
mies ou exothermies qui peuvent aussi bien exprimer des 
modifications structurelles ou un polymorphisme, sus- 
ceptibles d' avoir un effet sur le processus de forma- 
tion des microspheres, que les degradations chimiques 
produites par le chauffage. 

Appareil utilise en spectrographie en ultraviolet : 
Hewlett Packard mpdele 8452A avec arrangement de photo- 
diodes, avec cellule de quartz ayant un faisceau de 0,1 
cm. 

Solvents : ethanol pour le 17-B -estradiol et le 
cholesterol; HC1 a 0,1 N pour le diazepam. 

Les resultats ne montrent pas de trace d'aleration. 



Appareil utilise en spectrophotometrie en infrarouge : 
Nicolet 205 FT-IR. Milieu de dispersion : bromure de 
potasse 
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Chromatography liquide de haute resolution avec arran- 
gement de diodes : marque : WATERS , avec Photodiode 
(array detector) mod. Waters 990 et N.E.C. Powermate 2 
workstation. 

Thermographe : SHIMADZU DSC-50 Calormeter et CR4A work- 
station. 

Les resultats ne montrent aucune alteration apres la 
mise en microspheres pour le 17-p -estradiol et le 
diazepam. 

Le montage experimental pour effectuer les tests de 
dissolution in vitro est roontre par la figure 5. Une 
cellule a perfusion 1, contenant l'echantillon, est 
alimentee par un reservoir (agite) de milieu de disso- 
lution 2; les deux sont contenus dans un bain-marie 3. 
La densite optique du milieu est enregistree par un 
spectrophotometre 4 et le milieu est ramene dans le 
reservoir. Un piege a bulle 5 et une pompe peristal- 
tique 6 competent le circuit. Les exemples suivants 
montrent la reproductibilite comparee des parties 
initiales des courbes de dissolution de cristaux et de 
microspheres de granulometrie comparable, d'un meme 
produit. L'appareil utilise est celui de la figure 5. 
Plusieurs (de 3 a 6) circuits de mesure (cellules de 
dissolution et tubulures) contenant des echantillons 
identiques, sont mis en oeuvre en paralleles par la 
meme pompe peristaltique et mesures simultanement. 
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Exemple 5 : Dissolution de microspheres 17-(3 -estradiol/ 
cholesterol (1/9): 

L'appareil utilise est celui de la figure No 5 

Milieu de dissolution utilise: H 2 0 qualite HPLC avec 

0.01% de Tween 80 

Echan t i 1 1 on : 5 Omg 

Granuloiaetrie : 50 & 100 microns 

Intervalles d'echantillonage: 0,3,6,9,12,24 heures 
Longueur d'ondes de spectrophotometrie: 282 nm 
Les courbes de dissolution sont montrees dans les 
figures 6 (microspheres) et 7 (cristaux) . 

Exemple 6 ; Dissolution de microspheres diazepam/ 
cholesterol (1/2) : 

L'appareil utilise est celui de la figure No 5 

Milieu de dissolution utilise: H 2 0 qualite HPLC avec 

0.01% de Tween 80 

Echantillon: 50mg 

Granuloiaetrie: 50 a 100 microns 

Intervalles d'echantillonage: 0,1,2,4,8 heures 

Longueur d'ondes de spectrophotometrie: 286 nm 

Les courbes de dissolution sont montrees dans les 

figures 8 (microspheres) et 9 (cristaux) . 
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Exemple 7 : Formulations 
Formule No 1 

Microspheres de 17-3 -estradiol/ 
cholesterol* 

Polyethylene Glycol 800 
Carbdoxymethylcelulose sodique 
Polysorbate 80 
Propylparaben 
NaCl 
H 2 0 cbp 

♦equivalents a 2.5 mg de 17 -{J -estradiol 
Formule No 2 

Microspheres de diazepam/ cholesterol 33% 
Polyethylene Glycol 4000 
NaCl 

Alcool de benzyl 
Hydroxide de Soude ou HC1: suff . pour pH 5-6 
H 2 0 cbp 1 ml 

♦Equivalents a lOmg de diazepam- 

Exemole 8 : Etude des niveaux plasraatiques de 17-3 - 

si - 

estradiol/ cholesterol chez le lap in 

L'^tude comprend l'Svaluation comparee de l'effet sur 
les niveaux plasmatiques chez le lapin, produit par 
1 7 administration parenterale d' estradiol sous forme 
d'une solution huileuse (fig. 11) , d'une suspension 
acqueuse de particules d'estradiol (fig. 12), et d'une 
suspension aqueuse de microspheres (fig. 13) d'estra- 
diol/cholesterol (formule No 1) . 



25 mg 

20 mg 
1.66 mg 
2. 0 mg 
0.14 mg 
1.2 mg 
1 ml 



33.3 mg 
3.0 mg 
8.5 mg 
9.0 mg 
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A 10 lapins males de race Nouvelle Zelande d'un poids 
moyen de 3.5 Kg on administre une dose unique intramus- 
culaire de 5mg d' estradiol. 

L'intervalle d'echantillonage est de 1,2,4 et 24 heures 
durant 20 jours, puis a chaque trois jours jusqu'a 
atteindre 30 jours. 

Les prises sont de 2ml par venoponction, sont centri- 
fugees puis gard&es a 20 degres c jusqu'a son analyse 
par radioimmunoanalyse. 

Exemole 9 : Evolution comparative des niveaux plasmati- 
gues de diazepam en solution huileuse, en suspension de 
cristaux et en suspension de microspheres. 

Sujets d' experimentation: lapins de race Nouvelle Ze- 
lande ages d' environ 5 mois et pesant en moyenne 3.7 
Kgs. 

La prise de reference est de 5 ml de sang par ponction 
cardiaque, suivie de 1' administration intramusculaire 
de 2 ml de la formule a tester dans le membre inferieur 
droit (formule N° 2) . Les "cristaux" servant a la 
comparaison sont constitues d'un melange 1:2 fondu, 
recongele et broye de diazepam/ cholesterol. 

Les prises & analyser furent prelevees §. intervalles de 
30 min. durant 2 heures et a intervalles de 60 min. 
jusqu'a completer 6 heures. Dans certains cas, en fonc- 
tion des caracteristiques cinetiques du medicament, il 
y_euLde^prises_additionnel 
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Des prises a analyser de 2 ml,, egalement prelevees par 
ponction cardiaque, furent placees en Vacutainer, addi- 
tionnees d'heparine, centrifugees a 3000 rpm durant 10 
min. , puis le plasma separe et congele en cryotubes a 
20 degres C jusqu'a son analyse. 

Conditions Chromatoaraphicrues: 

Detection UV i 220 nm 

Colonne Novapack C 18 de 10 microns 

Phase mobile: buffer phophates pH 3 .5/acetonitryle 

59:41 V/V 

Flux: 1.6 ml /min 

Standard interne: -ibupr of en - -■ - - - - 

La figure 10 montre Involution des niveaux plasmati- 
ques jusqu'a 30 heures apres 1' injection obtenus res- 
pectivement par injection d'une solution huileuse 
(courbe 0), d'une suspension de microspheres selon la 
formule N° 2 de 1'exemple 8 (courbe 2) et d'une sus- 
pension equivalente de cristaux (courbe 1) . on constate 
que 1' utilisation de microspheres elimine le pic plas- 
matique initial. 

En resume, 1' ensemble des resultats pi-dessus montre 
que dans la phase initiale de dissolution, des substan- 
ces pharmaceutiquement actives presentent des valeurs 
numeriques plus reproductibles et un profil de dissolu- 
tion plus rSgulier lorsqu'elles sont sous forme d'6- 
chantillon de micro-spheres calibr§es que sous forme de 
particules de formes irregulieres. Ceci permet de cal- 
culer de maniere plus precise une dose pharmaceutique- 
ment efficace- De plus, la disparition, ou du moins la 
forte diminution du pic initial de dissolution (par 
rapport a des cristaux ou des particules quelconques) 
ainsi que le ralentissement et la prolongation globale 
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du phenomdne de dissolution permet de calculer des 
doses unitaires plus importantes destinees a etre admi- 
nistrates des intervalles de temps plus espaces. 

D' autre part, les resultats ci-dessus montrent que 
1'utilisation de ce type de structure convient aussi 
bien S la fabrication des medicaments dont la duree 
d' action est relativement courte, quelques heures a 
quelques jours (p.e. analgesiques) qu'a des substances 
dont la duree d' action envisagee est de plusieurs 
semaines. Parrai ces dernier es on peut citer en particu- 
lier l f utilisation d'hormones sexuelles (comme la pro- - 
gesterone et le 17-p -estradiol) pour la fabrication* 
d'anticonceptifs destines a une injection mensuelle ou 
d'anticonceptifs destines plus particulierement a la 
femme post-partum, ou encore pour la fabrication de me- 
dicaments a longue duree d' action, injectables, des- 
tines a la prevention de 1' osteoporose chez la femme 
menopausee. 

Le procede de fabrication decrit ci-dessus, les struc- 
tures spheriques et les formulations obtenues et leur 
utilisation par voie parenterale par injection ne sont 
bien entendu pas limit ees aux substances donnees en 
exemples ci-dessus, mais sont applicables a toutes sub- 
stances pharmacologiquement actives, chimiquement sta- 
bles pendant la micronisation, a condition que les mo- 
difications pharmacocinetiques que permettent les mi- 
crospheres (durSe br&ve ou longue selon le diametre, 
regularisation des prof ils plasmatique) , presentent un 
avantage therapeutique ou de commodite et que les doses 
S~ administr ejr'n^^depass^t^pas^un vo lume r aisonnable 7 
On peut choisir le mode d' administration parmi 1' injec- 
tion hypodermique, 1' injection sous cutante, 1' injec- 
tion intramusculaire, 1' injection intra-articulaire et 
1' injection intra-rachidienne, selon 1' application en- 
visagee. 
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^ EVENDICATIONS 

1. Microsphere solide, non poreuse, d'un diametre com- 
pris entre 5 et 300 pm, comprenant au moins une subs- 
tance pharmaceutiquement active contenue dans une 
structure spherique formee par au moins une substance- 
support pharmacologiquement inactive, ladite substance 
pharmaceutiquement active etant susceptible d'etre 
administree par injection parenterale a un mammifere, 
caracterisee en ce que ladite substance-support formant 
la structure spherique est naturellement presente dans 
l'organisme receveur, est stable a l'etat solide jus- 
qu'a une temperature d'au moins 60 °C et dans le milieu 
physiologique receveur, et en ce que la cinetique de 
dissolution de la substance-support dans l'organisme du 
mammifere receveur est plus lente que la cinetique de 
liberation de la substance active dans ce mime orga- 
nisme . 

2. Microsphere selon la revendication 1 caracterisee en 
ce que le diametre de ladite microsphere est compris 
entre 10 et 100 pm. 

3. Microsphere selon la revendication 2 caracterisee en 
ce que sa composition comprend egalement des additifs 
pharmaceutiquement acceptables. 

4. Microsphere selon l'une des revendications 1 a 3, 
caracterisee en ce que ladite substance-support est 
choisi parmi les substances chimiquement stables a 
l'etat fondu, que la substance pharmaceutiquement ac- 
tive est choisie parmi les substances chimiquement sta- 
bles dans la substance-support fondue,, et en ce que la- 
dite microsphere est obtenue par la dispersion de la- 
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dite substance pharmaceutiquement active dans ladite 
substance- support a l'etat fondu, suivi de la pulveri- 
sation du melange obtenu et la congelation rapide des & 
gouttelettes dans un gaz froid. x 

5. Microsphere selon la revendication 4 caracterisee en 
ce que la substance-support est choisie parmi le copro- 
sterol, 1'acide glycocolique, le cholesterol et les es- 
ters de cholesterol. 

6. Microsphere selon la revendication 5, caracterisee 
en ce que la substance pharmaceutiquement active est 
choisie parmi les substances agissant sur le systeme 
nerveux central comme tranquillisant, notamment le 
LORAZEPAM, 1 ' HALOPERIDOL et le DIAZEPAM, comme antipar- 
kinsoniens, notamment le BIPERIDEN, le TRIHEXYPHENIDYL 
HCL, comme anticonvulsif s, notamment le CLONAZEPAM, 
comme narcotiques, notamment la MORPHINE BASE et les 
derives de morphine. 

7. Microsphere selon la revendication 5, caracterisee 
en ce que la substance pharmaceutiquement active est 
choisie parmi les substances agissant sur le systeme 
neuro-vegetatif , comme antiemetiques , notamment la 
METHOCLOPRAMIDE, le MALEATE d ' ACEPROMAZINE , comme gas- 
trocinetiques , notamment la DOMPERIDONA. 

8. Microsphere selon la revendication 5 caracterisee en 
ce que la substance pharmaceutiquement active est choi- 
sie parmi les vasodilatateurs peripheriques, notamment 
la VINCAMINE, la NYLIDRINE, la FLUNARI Z INE , le PIZO- 

TIFENE , la_ DIHYDROERGO.TAMINE ,„et_ bronchiques ,_notamment_ . 

le BROMOHYDRATE, le FENOTEROL, le TOLBUTEROL, le CLEN- 
BUTEROL, le SOLBUTAMOL. 
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9. Microsphere selon la revendication 5 caracterisee en 
ce que la substance pharmaceutiquement active est choi- 
sie parmi les antihistaminiques, et notamment l'ASTE- 
MIZOLE, le MALEATE de CHLORFENAMINE , l'AZATADINE et 
parmi les antagonistes des recepteurs H 2 , notamment la 
FAMOTIDINE. 

10. Microsphere selon la revendication 5 caracterisee 
en ce que la substance pharmaceutiquement active est 
choisie parmi les steroides, et notamment la DESAMETHA- 
SONE, la BETAMETHASONE, le 17 -ESTRADIOL. 

11. Microsphere selon la revendication 5 caracterisee 
en ce que la substance pharmaceutiquement active est 
choisie parmi les analgesiques, et notamment 1'INDOME- 
THACINE et le NAPROXENE. 

12. Precede pour ameliorer le controle des proprietes 
pharmacocinetiques et pharmacologiques d'une substance 
pharmaceutiquement active injectable, ladite substance 
pharmaceutiquement active etant susceptible d'etre 
administree par injection parenteral a un mammifere, 
consistant a : _ _ ._ 

- Mettre ladite substance sous forme de microspheres 
solides non poreuses d'un diametre compris entre 5 et 
300 microns contenant ladite substance pharmaceuti- 
quement active dans une structure spherique formee par 
au moins une substance-support pharmacologiquement 
inactive, ladite substance-support formant la structure 
spherique etant naturellement presente dans l'organisme 
dudit mammifere, etant stable a l'etat solide jusqu'a 
une temperature d'au moins 60»C et dans le milieu phy- 
sio logique receveur dudit mammifere, la cinetique de 
dissolution de la substance-support dans l'organisme du 
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mammif ere receveur etant plus lente que la cinetique de 
liberation de la substance active dans ce meme organisme. 
- Separer lesdites microspheres en fractions calibrees ^ 
selon leurs diametres. 

13. Procede selon la revendication 12, caracterise en 
ce que la separation en fractions est effectuee de 
maniere a ce que plus de 70% desdites microspheres ont 
des diametres compris entre 70% et 130% d'un diametre 
specif ie. 

14. Procede selon la revendication 13 comprenant les .... 
etapes suivantes : 

a. dispersion de la substance active dans la substance- 
support et fusion de la substance-support sous atmo- 
sphere inert e. 

b. Pulverisation de la matiere fondue en brouillard de 
gouttelettes sous press ion d' atmosphere inerte. 

c» Congelation en atmosphere froide. 
d. Tri par fraction granulometriques. 

15. Procede selon l'une des revendications 12, 13 ou 
14, caracterise en ce que la substance-support est le 
cholesterol. 

I 
I 

16. Utilisation de microspheres selon l'une quelconque 
des revendications l a 11, calibrees, pour la fabrica- 
tion d'une formulation destinee a 1' administration pa- 
renterale par injection. 

?_ [ 
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17. Utilisation selon la revendication 16, caracterisee 
en ce que le mode d' administration est choisi panni 
1' injection hypodermique , 1' injection sous-cutanee, 
i' injection intramusculaire, 1' injection intra-articu- 
laire et 1' injection intra-rachidienne . 

18. Utilisation selon la revendication 16, caracterisee 
en ce que lesdites microspheres sont presentees sous 
forme d'une poudre, prete a etre mise en suspension au 
moment de l'emploi dans un vecteur liquide pharmaceuti- 
quement acceptable choisi parmi les solutions aqueuses, 
notamment une solution saline, et les huiles. 

19. Utilisation selon la revendication 16, caracterisee 
en ce que lesdites microspheres sont presentees sous 
forme d'une suspension dans un vecteur liquide pharma- 
ceutiquement acceptable dans lequel lesdites substances 
actives sont sensiblement insolubles. 

20. Utilisation de microspheres selon la revendication 
1 pour la fabrication d'un anticonceptif destine a 
1' injection parenterale mensuelle, caracterisee en ce 
que ladite formulation comprend des microspheres cali- 
brSes de 17-p -estradiol contenues dans une structure de 
cholesterol. 
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